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TÓM TẮT  
 Câm lặng gen vốn có rất nhiều thuật ngữ khác nhau nhưng cùng một cơ chế phân tử như RNAi, co-
suppression, câm gen sau phiên mã (PTGS – Post transcriptional Gene Silencing), quelling, đã trở nên phổ biến 
trong các nghiên cứu về vai trò bản chất bên trong và các ứng dụng của nó trên nhiều đối tượng hoặc các 
nghiên cứu về chức năng của các gen ở mức độ bộ gen. Kể từ khi phát hiện câm lặng gen cách đây hơn hai 
thập kỷ, kỹ thuật này đã được chứng minh khả năng ứng dụng trong việc phát triển thuốc trong điều trị gen 
nhằm chữa trị nhiều bệnh trên người. Khuynh hướng này cũng nhận được sự quan tâm và chú ý trong các 
nghiên cứu cơ bản và ứng dụng trong lĩnh vực nông nghiệp, đặc biệt là trong bảo vệ cây trồng nhằm tạo ra các 
giống cây trồng có khả năng chống chịu sự tấn công của các tác nhân gây bệnh hoặc chống chịu với các yếu tố 
bất lợi của môi trường. Bài tổng quan này không chỉ đưa ra cái nhìn tổng quát về các nghiên cứu câm lặng gen 
trên hệ nấm sợi hiện nay, các cơ chế phân tử của câm lặng gen trên nấm mà còn chỉ ra những khuynh hướng, 
triển vọng ứng dụng của kỹ thuật này trong bảo vệ thực vật nói riêng và trong nông nghiệp nói chung góp phần 
đảm bảo an ninh lương thực cho nhân loại.  
Từ khoá: Nấm bệnh, RNAi, RNAi sau phiên mã, chức năng gen, bộ gen 
TỔNG QUAN VỀ RNAi 
 Việc xác định chức năng của gen theo phương 
pháp truyền thống có thể đạt được thông qua việc sử 
dụng phương pháp gây đột biến có thể bằng hoá chất 
như EMS, MMS, DEO, DEB hoặc có thể bằng tia 
UV. Phương pháp này được sử dụng để tạo kiểu hình 
đột biến rồi từ đó xác định gen, trình tự chuỗi của 
gen đó và được các nhà khoa học đặt tên theo thuật 
ngữ tiếng Anh là “Forward Genetics”. Tuy nhiên 
phương pháp này lại có một số hạn chế mà một trong 
số đó là khó xác định kiểu hình của những gen đa 
chức năng. Trong những năm gần đây trình tự chuỗi 
trong bộ gen của các sinh vật đã và đang được xác 
định và điều này đã đặt một thách thức rất lớn cho 
các nhà khoa học trong việc tìm hiểu chức năng của 
hàng nghìn gen trong bộ gen. Chính vì thế nhiều 
phương pháp mới đã được nghiên cứu, phát triển dựa 
trên thông tin trình tự chuỗi trong bộ gen để xác định 
chức năng của các gen và cũng đã được các nhà khoa 
học đặt tên theo thuật ngữ tiếng Anh với ý nghĩa 
ngược lại của phương pháp “Forward Genetics” là 
“Reverse Genetics”. Kỹ thuật dùng các phân tử 
siRNA (small interfering RNA) hay còn gọi là RNA 
interference (RNAi) là một trong những phương 
pháp “Reverse Genetics” có khả năng ức chế sự 
phiên mã của bất kỳ gen nào trong tế bào sống của 
sinh vật. 
 Ngày nay RNAi được xem là một trong những 
lãnh vực nghiên cứu mới trong lĩnh vực sinh học. 
Tầm quan trọng của nó đã được minh chứng bằng 
giải thưởng Nobel về y học năm 2006 cho hai nhà 
khoa học người Mỹ có công trong việc khám phá 
hiện tượng này là Tiến sĩ Andrew Z.Fire ở Đại học 
Standford và Tiến sĩ Craig C.Mello ở Đại học Y 
Khoa Massachusetts. Hướng nghiên cứu này cũng đã 
được tạp chí Science bình chọn là “hiện tượng khoa 
học trong năm 2002” dựa trên số lượng gia tăng các 
bài báo khoa học liên quan đến RNAi được đăng trên 
các tạp chí danh tiếng của quốc tế.  
 Hiện tượng RNAi đã được khám phá và nghiên 
cứu trên tuyến trùng Caenorhabditis elegans (Fire et 
al., 1998; Ketting, Plasterk, 2000), Trypanosoma 
brucei (Ngo et al., 1998), Planaria (Sanchez Alvarado, 
Newmark, 1999), Hydra (Lohmann et al., 1999) và 
Drosophila (Misquitta, Peterson, 1999). Một số thuật 
ngữ khác như là đồng ức chế (co-suppression), ức chế 
gen sau phiên mã (post transcriptional gene silencing) 
được các nhà khoa học sử dụng trên đối tượng cây 
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trồng (Napoli, 1990; Van der Krol, 1990) và cuối 
cùng là thuật ngữ ức chế (quelling) được các nhà khoa 
học đặt tên khi nghiên cứu trên đối tượng nấm 
(Cogoni et al., 1996). Tất cả các thuật ngữ này đều có 
cùng một cơ chế là câm gen và để thống nhất người ta 
đặt tên nó theo thuật ngữ tiếng Anh là RNA silencing 
có nghĩa là ức chế sự phiên mã của gen thông qua việc 
phóng thích các tiểu phân tử ức chế RNA (siRNA) với 
chiều dài khoảng 21-23 trình tự nucleotide vào trong 
tế bào sống.  
 Cơ chế phân tử của câm gen được chia thành 
hai giai đoạn dựa trên các nghiên cứu di truyền 
trên tuyến trùng C.elegans, cây trồng và các 
nghiên cứu sinh hoá trên loài ruồi giấm 
Drosophila (Bass, 2000). Ở giai đoạn đầu tiên, 
phân tử RNA kép (dsRNA) bị phân huỷ bởi một 
enzyme thuộc họ RNase-III hay còn gọi là DICER 
(Bernstein et al., 2001; Hammond et al., 2000; 
Kadotani et al., 2004) thành những đoạn ngắn hơn 
có chiều dài khoảng 21-25 trình tự nucleotide còn 
được gọi là tiểu phân tử ức chế RNA (siRNA) 
(Elbashir et al., 2001; Zamore et al., 2000). Trong 
giai đoạn sau, siRNA sẽ kết hợp với phức hợp 
protein thành một phức hợp ức chế RNA (RISC-
RNA induced silencing complex) (Hammond, 
2000). RISC hoạt hoá sẽ sử dụng phân tử siRNA 
chuỗi đơn để dò tìm các phân tử RNA thông tin 
(mRNA) đích nhằm phá huỷ chúng bằng các 
enzyme nội sinh (Hammond, 2001). Sự phân hủy 
phân tử RNA thông tin sẽ xảy ra ở giữa vùng có 


















 Khả năng ứng dụng lớn nhất của kỹ thuật câm 
gen là dùng để xác định chức năng của các gen trong 
các bộ di truyền của sinh vật. Bằng cách sử dụng thư 
viện cDNA, các phân tử RNA kép (dsRNA) được 
hình thành và đưa vào trong tế bào sống bằng nhiều 
phương pháp khác nhau như tiêm (Fire, 1998), ngâm 
trong dung dịch có chứa siRNA (Tabara, 1998) hoặc 
qua con đường thức ăn (Timmons, Fire, 1998). Tất 
cả các phương pháp này được áp dụng trên đối tượng 
Caenorhabditis elegans và Drosophila 
melanogastera với trên 90% các gen dự đoán đã 
được phân tích chức năng. Trên đối tượng cây trồng, 
phân tử RNA kép (dsRNA) hay phân tử RNA kép 
dạng kẹp tóc (hairpin dsRNA) được đưa vào trong tế 
bào bằng nhiều con đường khác nhau như bắn phá 
bằng hạt vi mô (microprojectile bombardment) 
(Christou, 1997), bằng vi khuẩn Agrobacterium 
(Schob, 1997), vi rút (VIGS – virus induced gene 
silencing) (Baulcombe, 1999; Covey et al., 1997; 
Ruiz et al., 1998) và chuyển gen bằng các cấu trúc 
câm lặng gen có hiệu suất cao (Wesley et al., 2001). 








Hình 1. Cơ chế phân tử của RNAi. Các phân tử dsRNA có thể được đưa vào trong tế bào bằng các con đường nội, ngoại 
bào. Giai đoạn 1: các phân tử dsRNA bị phân cắt bởi enzyme Dicer thành các tiểu phân tử ức chế RNA (siRNA). Giai đoạn 
2: các phân tử siRNA sẽ kết hợp với phức chất RISC (RNA induced silencing complex), sau đó nó sẽ dò tìm các phân tử 
RNA thông tin đích và phân huỷ chúng bằng các enzyme nội sinh.  
 
Tạp chí Công nghệ Sinh học 14(1): 157-168, 2016 
159 
điểm yếu và những điểm mạnh của các phương pháp 
câm gen chẳng hạn như các cấu trúc câm gen có hiệu 
suất cao trên cây trồng như pHANNIBAL hay 
pHELLSGATE có thể câm lặng hàng ngàn gen một 
cách có hiệu quả thông qua việc hình thành các phân 
tử RNA kép dạng kẹp tóc (hpRNA) hoặc các phân tử 
RNA kép dạng kẹp tóc có bổ sung đoạn intron 
(ihpRNA) (Wesley et al., 2001).  
 Cho đến ngày nay, các nhà khoa học trên thế 
giới vẫn tiếp tục nghiên cứu về câm gen trên nhiều 
đối tượng khác nhau nhằm tìm hiều và làm sáng tỏ 
một cách chi tiết cơ chế của RNAi. Đồng thời các 
nhà khoa học cũng tiến hành ứng dụng kỹ thuật này 
trong việc khám phá chức năng của các gen hay ứng 
dụng chúng trong các nghiên cứu về trị liệu gen 
trong lãnh vực y khoa, các ứng dụng trên cây trồng 
và vật nuôi trong nông nghiệp nhằm tạo ra các sản 
phẩm có phẩm chất tốt hơn cũng như là tìm hiểu bản 
chất của các cơ chế ở mức độ phân tử của các sinh 
vật trong nghiên cứu về sinh học. Mặc dù nghiên cứu 
về câm gen chỉ mới bắt đầu khoảng vài thập niên trở 
lại đây nhưng hy vọng khoảng hơn 50 năm nữa các 
nghiên cứu về ức chế gen sẽ trả lời những câu hỏi 
liên quan đến những vấn đề chưa giải đáp được hay 
khám phá những điều mới hơn về cơ chế và ứng 
dụng của ức chế gen như Giáo sư Baulcombe đã 
từng đề cập trong tạp chí TRENDs in Biochimcal 
Science. Trong tương lai gần các nhà khoa học sẽ đi 
sâu vào nghiên cứu mang tính ứng dụng của kỹ thuật 
này trong lãnh vực điều chế thuốc nhằm ngăn chặn 
những bệnh hiểm nghèo như AIDs, cúm, dịch tả 
v.v… nhằm giải quyết tốt những vấn đề mang tính 
nhân loại.  
NẤM GÂY BỆNH CÂY TRỒNG 
 Nấm ký sinh trên cây trồng được coi là một 
trong nhiều tác nhân phá hoại trong canh tác nông 
nghiệp. Hiện giờ người ta ước lượng có khoảng hơn 
100,000 chủng nấm có khả năng gây bệnh trên cây 
trồng trong đó nhóm nấm sợi là tác nhân gây bệnh 
chính. Mỗi loại nấm gây bệnh có thể ký sinh một 
hoặc nhiều loại cây trồng và ngược lại. Nấm gây 
bệnh xâm nhiễm vào ký chủ bằng nhiều cơ chế xâm 
nhiễm khác nhau với mục đích lấy chất dinh dưỡng 
trực tiếp từ cây trồng thông qua một công cụ xâm 
nhiễm gọi là sợi phân nhánh nấm (hyphae). Sau đó 
chúng sẽ phóng thích các phân tử như enzyme, sắc tố 
melanin, glycerol, hydrophobin v.v… để phá huỷ 
thành tế bào, tiếp cận và xâm nhiễm trên cây ký chủ. 
Khi nấm xâm nhiễm cây ký chủ, hiện tượng miễn 
nhiễm của cây trồng sẽ xuất hiện bao gồm các dạng 
phản ứng kháng như kháng mang tính hệ thống 
(SAR-systemic required resistance), kháng cục bộ 
(LAR-local required resistance). Hiện tượng kháng 
này sẽ xuất hiện trên cây ký chủ không tương thích 
với mầm bệnh và ngược lại trên các cây ký chủ 
tương thích với mầm bệnh. Phản ứng kháng chính là 
sự tự chết theo chương trình của tế bào khi gen 
kháng của cây ký chủ (gen R) nhận biết gen gây độc 
của mầm bệnh (gen avr) dẫn đến sự tự chết của tế 
bào theo cơ chế chương trình riêng nhằm ngăn chặn 
sự xâm nhập của mầm bệnh vào cây ký chủ.  
 Có rất nhiều phương pháp để kiểm soát và 
phòng chống bệnh do nấm gây ra chẳng hạn như lựa 
chọn giống cây trồng, vệ sinh đất trồng, luân canh, 
sử dụng thuốc trừ sâu v.v…Tuy nhiên trong thời đại 
ngày nay khi mà dân số thế giới đang ngày càng gia 
tăng một cách nhanh chóng thì nhu cầu đòi hỏi về an 
ninh lương thực đang là một vấn đề cấp bách, trong 
đó việc đòi hỏi nâng cao tính kháng của cây trồng 
đối với các tác nhân gây bệnh thực sự là một thử 
thách với các nhà khoa học. Chính vì lẽ đó, việc tìm 
hiểu và làm sáng tỏ mối tương tác giữa ký chủ và tác 
nhân gây bệnh là rất quan trọng, đặc biệt trong bối 
cảnh trình tự chuỗi của bộ gen của các nấm gây bệnh 
đã và đang được khám phá. Để làm được điều này 
nhiều phương pháp ở mức độ phân tử đã được 
nghiên cứu như tính kháng thông qua gen R theo lý 
thuyết “gene for gene” (Flor, 1971), kỹ thuật chuyển 
gen, các nghiên cứu về chu trình kháng mang tính hệ 
thống (SAR), chu trình tương tác với côn trùng liên 
quan đến acid jasmonic (JA), v.v. Việc xác định 
chức năng của các gen gây bệnh trong thế giới bộ 
gen của nấm bệnh cũng đóng vai trò rất quan trọng 
trong việc tìm hiểu mối tương quan giữa ký chủ và 
tác nhân gây bệnh. Trước đây các kỹ thuật mang tính 
truyền thống như gây đột biến, phân tích sư biểu 
hiện gen v.v… đã được sử dụng để phân tích chức 
năng của các gen trong bộ gen của các nấm gây bệnh 
cây trồng (Lorenz, 2002; Sweigard, Ebbole, 2001). 
Tuy nhiên, việc khám phá hiện tượng câm gen đầu 
tiên trên nấm sợi Neurospora crassa (Romano, 
Macino, 1992) cùng với những nỗ lực trong việc 
hoàn thiện trình tự bộ gen của các loài nấm gần đây 
đã dẫn đến hàng loạt những khám phá hiện tượng 
câm gen trên các nấm sợi gây bệnh như 
Cladosporium fulvum (Hamada, Spanu, 1998); 
Cryptococcus neoformans (Liu et al., 2001); Mucor 
circinelloides (Nicolas et al., 2003); Magnaporthe 
oryzae (Kadotani et al., 2003; Nakayashiki et al., 
2005); Venturia inaequalis (Fitzgerald et al., 2004); 
Aspergillus fumigatus (Mouyna et al., 2004); 
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Phytopthora infestans (Whisson et al., 2005) v.v… 
mở ra những cơ hội mới không chỉ cho các nghiên 
cứu cơ bản mà còn cho cả những nghiên cứu mang 
tính ứng dụng góp phần làm giảm thiệt hại do nấm 
bệnh gây ra trên cây trồng.  
CÁC CƠ CHẾ PHÂN TỬ CỦA HIỆN TƯỢNG 
CÂM GEN TRONG NẤM SỢI GÂY BỆNH  
 Kể từ khi khám phá hiện tượng câm lặng gen 
trên nấm Neurospora crassa, loại nấm này được các 
nhà khoa học xem như là một đối tượng chính cho 
các nghiên cứu tìm hiểu cơ chế phân tử của hiện 
tượng ức chế gen. Khi hai nhà khoa học người Mỹ 
Fire và Mello giải thích sự suy giảm của các phân tử 
RNA thông tin của gen nội sinh là do sự hiện diện 
của phân tử RNA kép (dsRNA), các nghiên cứu câm 
lặng gen trên nấm dần dần đã được làm sáng tỏ. Việc 
phát hiện các tiểu phân tử ức chế RNA (siRNA) 
được hình thành bởi quá trình chia cắt phân tử RNA 
kép (Zamore et al., 2000) đã kích thích nhiều nỗ lực 
nghiên cứu trong việc xác định những enzyme giữ 
chức năng này. Một trong những enzyme được xác 
định gần đây thuộc họ RNaseIII có tên gọi là DICER 
với chức năng tạo ra các tiểu phức chất RNA khoảng 
21-23 trình tự nucleotide, tiểu phức chất RNA này có 
khả năng phân huỷ mang tính chọn lọc các phân tử 
RNA tương đồng. Hiện tại trên nấm Neurospora 
crassa, người ta đã xác định 2 protein DICER là 
DCL1 và DCL2, trên nấm Magnaporthe oryzae là 
MDL1 và MDL2. Trong các loại protein đó thì các 
protein DL2 và MDL2 được xem là những protein 
chính có chức năng phân huỷ phân tử RNA kép 
(dsRNA) thành những tiẻu phân tử ức chế (siRNAs) 
(Catalanotto et al., 2004; Kadotani et al., 2004). 
Song song với việc xác định các protein DICER trên 
nấm, những protein quan trọng khác cũng đã được 
làm sáng tỏ trên nhiều đối tượng như là protein 
Argonaute được xem là loại protein mà cấu trức của 
nó có hai vùng chuyên biệt được đặt tên là Paz và 
Piwi giữ vai trò kết nối các tiểu phân tử ức chế RNA 
(siRNA) và phân huỷ các RNA thông tin bằng các 
enzyme nội sinh RNase H (Song et al., 2004) hay 
RdRp (RNA dependent RNA polymerase) có chức 
năng là chuyển các phân tử RNA tự do (arberant 
RNA) trong tế bào thành các phân tử RNA kép 
(dsRNA). Trên nấm N.crassa, các nhà khoa học đã 
khám phá ra hai loại protein Argonaute liên quan đến 
cơ chế ức chế gen sau phiên mã (PTGS) bao gồm 
QDE-2 giữ vai trò ức chế gen (Fagard et al., 2000) 
và protein QDE-1 giữ vai trò như là một enzyme 
RdRp (Cogoni, Macino, 1999). Trên nấm 
Schizosaccharomyces pombe các nhà khoa học chỉ 
khám phá một loại protein DICER, RdRp và 
Argonaute có tên là Dcr1, Rdp1 và Ago1 trong cả 
hai cơ chế câm lặng gen trong giai đoạn phiên mã 
(TGS- transcriptional gene silencing) và sau phiên 
mã (PTGS- post-transcriptional gene silencing) 
(Sigova et al., 2004). Thời gian gần đây khi mà trình 
tự chuỗi của các bộ di truyền nấm đang lần lượt được 
khám phá, các thành phần tương đồng liên quan đến 
chu trình ức chế gen cũng dần dần được phát hiện 
thông qua việc xác định số lượng các phân tử protein 
Dicer, Argonaute và RdRp trên các chủng loài nấm 
sợi đã được nghiên cứu có sự hiện diện của cơ chế 
câm lặng gen bằng các phương pháp tiếp cận so sánh 
bộ gen và phương pháp phân nhánh bộ gen 
(Nakayashiki et al., 2006). Cho đến ngày nay các cơ 
chế RNAi trên nấm có thể được khái quát hoá bằng 
một thuật ngữ là câm gen phụ thuộc tương đồng 
(HDGS – homology dependent gene silencing). Cơ 
chế này có nghĩa là việc câm gen có thể đạt được 
bằng những phương pháp khác nhau như câm gen 
ngay trong quá trình phiên mã bằng đột biến điểm 
lặp lại (repeat-induced point mutation), methyl hoá 
tiền phân bào (MIP-methylation induced 
premeiotically) hoặc câm gen trong giai đoạn phiên 
mã ở trong nhân tế bào (transnuclear transcriptional 
gene silencing). Cơ chế câm gen sau phiên mã 
(PTGS) chẳng hạn như là hiện tượng ức chế (quelling) 
hay ức chế phân bào bằng DNA không hiệu chỉnh 
(meotic silencing by unpaired DNA) (Cogoni, 2001; 
Nakayashiki, 2005; Nakayashiki et al., 2006; Shin et 
al., 2001). Gần đây ức chế gen đã được làm sáng tỏ 
trên nhiều chủng loại nấm bao gồm các ngành 
Ascomycota, Basidiomycota, và Zygomcota dựa trên 
các cuộc cách mạng về phân tử và sự đa dạng của các 
phân tử ức chế gen trên nấm cây trồng (Nakayashiki, 
2005; Nakayashiki et al., 2006).  
CÁC KHUYNH HƯỚNG ỨNG DỤNG CÂM GEN 
TRÊN NẤM BỆNH GÂY HẠI CÂY TRỒNG  
Nghiên cứu chức năng bộ gen  
 Gần đây, các nghiên cứu chức năng của bộ gen 
đang được chú ý trên nấm sợi bằng nhiều công cụ 
khác nhau. Như đã trình bày ở trên thì câm gen được 
xem là một công cụ rất tốt cho việc xác định chức 
năng của các gen trong bộ gen. Việc xác định chức 
năng của các gen đóng vai trò rất quan trọng trong 
việc tìm hiểu các cơ chế phân tử gây bệnh của nấm. 
Trong thời đại hậu bộ gen khi mà trình tự chuỗi của 
các bộ gen nấm lần lượt được giải mã như 
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Neurospora crassa (Galagan et al., 2003), 
Magnaporthe oryzae (Dean et al., 2005), Aspergillus 
oryzae (Machida et al., 2005), Phanerochaete 
chrysosporium (Martinez et al., 2004), Ustaligo 
maydis, Aspergillus fumigatus (Nierman et al., 
2005), Phaeosphaeria nodorum, Sclerotinia 
sclerotium, Botrytis cinerea, Fusarium 
graminearum, Nectria haematococca v.v... cũng 
đang sắp hoàn thành dưới sự hỗ trợ của các kỹ thuật 
đọc trình tự hiện đại, câm gen đã dần được sử dụng 
rộng rãi trong việc xác định các chức năng gen trong 
các bộ gen của nấm. Tuy nhiên hiện nay hầu hết các 
nghiên cứu mới chỉ dừng lại ở mức độ khảo sát và 
đánh giá khả năng câm gen thông qua việc sử dụng 
các cấu trúc câm lặng có khả năng tạo ra các phân tử 
RNA kép dạng kẹp tóc hay có sự bổ sung đoạn 
intron (hpRNA hay ihpRNA). Những cấu trúc này 
thể hiện khả năng câm gen rất cao trên 80% thông 
qua việc sử dụng gen mẫu GFP cũng như kiểm tra 
khả năng câm lặng trên những gen nội sinh khác. 
Tuy nhiên những cấu trúc này lại có một nhược điểm 
là không thể ứng dụng để khảo sát chức năng của các 
gen trong bộ gen ở số lượng lớn. Đó chính là do 
những khó khăn về mặt thời gian và kỹ thuật trong 
việc đưa hai đoạn gen giống nhau về trình tự theo 
chiều đối đầu nhau cũng như đòi hỏi phải gắn kết hai 
lần vào trong cấu trúc ức chế dưới sự điều khiển của 
một promoter. Chính vì thế một phương pháp khác 
được nghĩ đến là sử dụng cấu trúc ức chế dưới sự 
điều khiển của hai promoter có trình tự chuỗi giống 
hoặc khác nhau theo chiều đầu đối đầu. Cấu trúc này 
chỉ đòi hỏi chèn một lần duy nhất đoạn gen cần ức 
chế ở giữ hai đoạn promoter. Dưới sự điều khiển của 
hai promoter này, hay phân tử RNA sẽ bắt cặp với 
nhau hình thành phân tử RNA kép (dsRNA) tham 
gia vào chu trình câm gen. Tuy nhiên điểm yếu của 
cấu trúc này chính là hiệu suất câm gen không cao 
bằng cấu trúc một promoter có khả năng tạo thành 
phân tử RNA kép dạng kẹp tóc (hpRNA). Các 
nghiên cứu trên nấm đạo ôn, Magnaporthe oryzae, 
đã chỉ ra rằng khả năng câm gen nhiều nhất của cấu 
trúc hai promoter là khoảng 40-60% so với đối 
chứng. Mặc dù cấu trúc hai promoter có thể câm 
lặng hoàn toàn kiểu hình nhưng với tỉ lệ ít hơn so với 
cấu trúc một promoter. Điều này được chứng minh 
trong các thí nghiệm đánh giá hiệu quả câm gen trên 
nấm đạo ôn thông qua việc sử dụng gen mẫu eGFP 
(enhanced green fluorescence protein) và gen nội 
sinh PKS có vai trò trong việc hình thành một trong 
nhiều yếu tố liên quan đến việc xâm nhiễm của nấm 
là sắc tố melanin. Để chứng minh ở mức độ phân tử 
khả năng câm gen của cấu trúc này, phương pháp 
phân tích Northern thường được dùng để đánh giá 
hàm lượng phân tử RNA thông tin của gen eGFP và 
PKS cũng như phân tích sự hiện diện của các tiểu 
phân tử câm lặng RNA (siRNA). Kết quả cho thấy 
có sự suy giảm hoặc biến mất hoàn toàn các phân 
tử RNA thông tin của các gen GFP và PKS trên 
những mẫu nấm thể hiện kiểu hình câm lặng và 
ngược lại trên các mẫu nấm không thể hiện kiểu 
hình câm lặng. Các siRNA cũng được tìm thấy 
trong các mẫu nấm bị câm lặng và ngược lại. Một 
điểm mạnh nữa của cấu trúc này trong việc ứng 
dụng xác định chức năng của gen là phương pháp 
đồng câm lặng. Phương pháp này sử dụng gen 
eGFP làm gen chỉ thị để xác định sự câm lặng của 
gen thứ hai. Nguyên lý của phương pháp này khá 
đơn giản là thông qua sự phiên mã của hai đoạn 
promoter để hình thành phân tử RNA sợi kép của 
gen GFP và gen chủ đích. Khi gen eGFP bị câm 
lặng sẽ dẫn đến sự câm của gen chủ đích mà ta 
muốn tìm hiểu chức năng của nó. Phương pháp này 
góp phần tiết kiệm sức lao động và tiền bạc khi 
chúng ta phải dò tìm các mẫu nấm bị câm lặng mà 
hoàn toàn không biết về kiểu hình của chúng. Mối 
tương quan giữa eGFP và gen chủ đích cũng đã 
được đánh giá thông qua việc sử dụng gen xylanase 
(XYL) và gen PKS. Mặc dù có khả năng câm lặng 
hai gen cùng một lúc nhưng hiện tượng câm lặng 
một trong hai gen vẫn xảy ra mà vẫn chưa giải thích 
được nguyên nhân. Tuy nhiên khả năng dùng 
phương pháp này lại rất tiện lợi cho việc xác định 
các mẫu nấm câm lặng dựa vào đánh giá cường độ 
fluorescence của gen eGFP. Cách tiếp cận này cũng 
đã được áp dụng trong việc xác định chức năng của 
37 gen liên quan đến chu trình can-xi trong tế bào 
nấm, của các họ gen liên quan đến các men phân huỷ 
thành tế bào (CWDEs – Cell Wall Degrading 
Enzymes) (Nguyen et al., 2008; Nguyen et al., 2011; 
Vu et al., 2012). Bằng cách chọn những mẫu nấm 
thể hiện câm gen eGFP mạnh nhất ra có thể thu được 
các mẫu nấm có sự câm gen chủ đích khi tiến hành 
phân tích bằng phương pháp Northern hay RT-PCR. 
Sự thành công của phương pháp này sẽ mở ra nhiều 
cơ hội mới cho các nhà nghiên cứu về nấm có thể 
tìm hiểu sâu hơn chức năng của các gen trong bộ gen 
của các chủng loại nấm khác nhau.  
Loại bỏ sự xâm nhiễm độc tố mycotoxin trong các 
sản phẩm nông nghiệp  
 Nấm bệnh Aspergillus và Fusarium có khả năng 
tạo ra độc tố mycotoxin trong suốt quá trình xâm 
nhiễm hạt và các loại cây ngũ cốc dẫn đến những 
thiệt hại trực tiếp và cả gián tiếp lên nông nghiệp và 
sức khoẻ của con người. Một trong những ứng dụng 
của kỹ thuật câm gen là khả năng ức chế của nó đối 
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với gen tạo ra dạng độc tố này. Đó chính là gen aflR 
có khả năng sinh tổng hợp aflatoxin trong hai loại 
nấm này (Woloshuk et al., 1994). Thông qua việc 
hình thành cấu trúc câm lặng dưới sự điều khiển của 
một promoter cùng với hai gen có kích thước khoảng 
670 bp và trình tự chuỗi giống nhau được chèn vào 
giữa đoạn promoter và terminator theo chiều đầu đối 
đầu. Mục đích của việc hình thành cấu trúc này là để 
tạo ra phân tử RNA kẹp tóc như đã trình bày ở các 
phần trên trong bài viết này. Khả năng câm gen trên 
hai chủng loại nấm này cũng đã được minh chứng 
trước đây thông qua sự hiện diện của các siRNA có 
kích thước 25 trình tự nucleotide của gen aflR 
(Hammond, Keller, 2005). Bằng cách chuyển gen 
thông qua phương pháp PEG, cấu trúc câm gen sẽ 
liên kết với bộ gen của hai nấm trên và gây ức chế sự 
hình thành độc tố mycotoxin trên ba loại nấm gây 
bệnh là A. parasiticus, A. flavus, và F. graminearum. 
Minh chứng ở mức độ phân tử khả năng câm gen 
được thể hiện qua phân tích hàm lượng phân tử RNA 
thông tin của gen aflR. Phân tích này cho thấy không 
có sự hiện diện của mRNA aflR trong các mẫu bị 
câm lặng so với đối chứng. Không những thế sự câm 
lặng này rất bền thông qua thí nghiệm lây nhiễm trên 
cây bắp đối với nấm Aspergillus và lúa mạch đối với 
nấm Fusarium (McDonald et al., 2005). Qua thí 
nghiệm này đã cho thấy được khả năng ứng dụng 
của câm gen vốn được coi như là một công cụ 
nghiên cứu rất hữu hiệu cho phép các nhà khoa học 
có thể can thiệp sâu hơn vào trong bô di truyền một 
cách dễ dàng hơn so với các phương pháp trước đây 
nhất là trong giai đoạn hậu bộ di truyền ngày này.  
Nghiên cứu các chu trình phân tử liên quan đến 
sự xâm nhiễm của nấm cũng như là độc tính của 
các gen  
 Một trong những khả năng ứng dụng của câm 
gen là tìm hiểu và làm sáng tỏ các chu trình phân tử 
liên quan đến cơ chế xâm nhiễm của nấm trên cây 
trồng. Yếu tố quan trọng trong việc quyết định sự 
xâm nhiễm của nấm là khả năng nhận và phản hồi 
các tín hiệu từ cây trồng không chỉ ngay từ giai đoạn 
đầu mà cả những giai đoạn sau của sự lây nhiễm. Đó 
chính là các tín hiệu nội và ngoại tế bào mà cho đến 
bây giờ các nhà khoa học vẫn đang tập trung tìm 
hiểu và làm sáng tỏ mối liên quan của chúng đến khả 
năng lây nhiễm của nấm. Có rất nhiều yếu tố liên 
quan đến tín hiệu này chẳng hạn như các phân tử tiếp 
nhận của nấm sẽ giữ một vai trò nhận biết bề mặt của 
cây ký chủ hay nhận biết tín hiệu dinh dưỡng của cây 
trồng. Gen mã hoá chức năng này và liên quan đến 
khả năng lây nhiễm là gen PTH11 thông qua phương 
pháp tiếp cận Forward Genetics trên nấm gây bệnh 
đạo ôn, M.oryzae (DeZwaan et al., 1999). Một yếu 
tố khác liên quan đến khả năng hình thành giác bám, 
gây sưng tế bào, biệt hoá tế bào, xâm nhiễm và cuối 
cùng là phát sinh bệnh chính là các protein G 
(heterotrimeic GTP-binding proteins). Các protein G 
này có ba nhóm phụ là alpha, beta và gamma. Trong 
ba nhóm phụ này người ta đã xác định được nhóm 
phụ alpha là quan trọng nhất trong giai đoạn đầu của 
vòng đời nấm bệnh và có liên quan đến khả năng lây 
nhiễm của nấm trên cây ký chủ. Ngày nay các nhà 
khoa học đã xác định được gen liênquan đến protein 
G thuộc nhóm alpha như gen MAGB của nấm 
Magnaporthe oryzae (Liu et al., 1997), CPG-1 của 
nấm Cryphonetria parasitica (Choi et al., 1995), 
BCG1 và BCG2 của nấm Botrytis cinerea v.v…. 
Ngoài ra các protein G còn có liên quan đến các chu 
trình khác như cAMP, MAP kinases, các protein liên 
quan đến chu trình can-xi. Những chu trình này lại 
liên quan đến khả năng kết dính của các bào tử nấm, 
các enzyme phá vỡ thành tế bào, các độc tố v.v…. 
Để xác định các gen liên quan đến những yếu tố và 
chu trình này, các nhà khoa học trước đây thường 
dùng các phương pháp Forward Genetics như REMI, 
transposon tagging hay T-DNA v.v…Tuy nhiên khi 
trình tự chuỗi bộ di truyền của các nấm đã được xác 
định thì các phương pháp Reverse Genetics trong đó 
có kỹ thuật câm lặng gen lại thể hiện tính ưu việt. 
Bằng phương pháp so sánh tính tương đồng của các 
gen dựa trên cơ sở dữ liệu bộ di truyền của các 
chủng nấm, các nhà khoa học sẽ dễ dàng trong việc 
xác định được trình tự các gen trên từng đối tượng 
nghiên cứu. Thông qua kỹ thuật câm lặng gen, các 
nhà nghiên cứu sẽ nhanh chóng câm lặng những gen 
đó và từ đó sẽ dễ dàng trong việc xác định chức năng 
mong muốn của từng gen. Ngày nay các nhà nghiên 
cứu sinh học phân tử trên đối tượng nấm bệnh tập 
trung chủ yếu vào các yếu tố phiên mã (transcription 
factors) cũng như là xác định các gen liên quan đến 
các tín hiệu lây nhiễm nhằm đánh giá toàn bộ bộ di 
truyền những gen nào của nấm có khả năng gây bệnh 
trên cây trồng. Kỹ thuật câm lặng gen sẽ giải quyết 
được các vấn đề này ở mức độ quy mô và nhanh 
chóng hơn các phương pháp khác. Các ví dụ trong 
việc ứng dụng câm lặng gen trong hướng nghiên cứu 
này là câm lặng gen MPG1 liên quan đến việc hình 
thành hydrophobin dẫn đến giảm khả năng lây nhiễm 
của nấm đạo ôn trên lúa bằng cấu trúc câm lặng 
pSilent-1 hay câm lặng alpha-tomatine liên quan đến 
enzyme phá huỷ thành tế bào bằng phương pháp ức 
chế gen trên cây cà chua cũng dẫn đến việc hạn chế 
khả năng lây nhiễm của nấm Fusarium oxysorum 
f.splycopersicii (Nakayashiki et al., 2005; Ito et al., 
2002). Một ví dụ nữa trong việc ứng dụng câm gen 
Tạp chí Công nghệ Sinh học 14(1): 157-168, 2016 
163 
nhằm tìm hiểu khả năng hình thành bào tử xâm 
nhiễm của nấm gây bệnh sương mai trên khoai tây 
Phytophthora infestan. Các nhà khoa học đã sử dụng 
câm gen để kiểm tra mối liên quan của gen piCdc14 
trong việc hình thành bào tử. Kết quả phân tích ở 
mức độ phân tử cho thấy rằng khi gen piCdc14 bị 
câm lặng thì hàm lượng RNA thông tin của gen đó bị 
suy giảm hoàn toàn dẫn đến ức chế việc hình thành 
các bào tử nấm ngay từ giai đoạn đầu (Ah Fong, 
Judelson, 2003). Câm gen cũng được dùng để xác 
định chức năng của các liên quan đến protein G 
thuộc cả hai nhóm alpha và beta trên nấm 
Phytophthora infestan. Trên nấm Phytophthora 
infestan có hai gen liên quan đến protein G là Pigpa1 
thuộc nhóm phụ alpha và Pigpb1 thuộc nhóm phụ 
beta. Việc hình thành các bào tử trên các đột biến 
Pigpa1 bị câm lặng giảm còn 20-45% so với đối 
chứng dẫn đến giảm khả năng gây bệnh trên lá khoai 
tây còn 3-14% so với 77% của đối chứng 
(Latijinhouwers et al., 2004). Trong khi đó các đột 
biến Pigpb1 bị câm lại liên quan đến khả năng phát 
triển và hình thái bào tử do xuất hiện một số lượng 
lớn các bào tử nang bị biến dạng. Yếu tố này cũng 
ảnh hưởng đến khả năng gây bệnh của nấm 
Phytophthora trên cây trồng (Latijinhouwers et al., 
2003). Những ví dụ trên cho thấy khả năng ứng dụng 
câm gen trong việc xác định các gen liên quan đến 
tính gây bệnh của nấm là rất lớn. Công cụ này sẽ 
giúp các nhà khoa học nhanh chóng xác định và tìm 
hiểu những bí ẩn chưa giải thích được trong mối 
tương tác giữa ký chủ và tác nhân gây bệnh không 
những chỉ trên đối tượng gây bệnh như nấm, tuyến 
trùng, virus, côn trùng và cây trồng mà còn trên cả 
đối tượng người và động vật.  
Câm gen thông qua ký chủ trên nấm gây bệnh 
cây trồng   
 Thời gian gần đây một kỹ thuật câm gen thông 
qua ký chủ (HIGS – Host Induced Gene Silencing) 
đã được nghiên cứu và phát triển. Cơ chế của kỹ 
thuật này chính là đưa cấu trúc câm gen mang gen 
đích liên quan đến khả năng lây nhiễm của tác nhân 
gây bệnh vào trong cây trồng để tạo ra các phân tử 
RNA nhỏ chuyên biệt. Khi các tác nhân gây bệnh 
tấn công cây trồng, các phân tử RNA nhỏ này sẽ 
chuyển vào chúng từ cây trồng và làm câm các gen 
liên quan đến khả năng hình thành các cấu trúc xâm 
nhiễm, phát triển và độc tính của tác nhân gây bệnh 
dẫn đến giúp làm giảm các triệu chứng bệnh trên 
cây trồng (Hình 2). Các nghiên cứu gần đây đã chỉ 
ra rằng HIGS là một công cụ rất hiệu quả giúp bảo 
vệ cây trồng khỏi sự tấn công, lây nhiễm của các 
tác nhân gây bệnh (Baum et al., 2007; Dubreuil et 
al., 2009; Escobar et al., 2002; Escobar, Dandekar, 
2003; Fairbairn et al., 2007; Huang et al., 2006; 
Mao et al., 2007; Turner et al., 2006; Viss et al, 
2003). Hiện nay, có rất nhiều nỗ lực trong việc 
nghiên cứu ứng dụng HIGS đối với nấm gây bệnh 
trên cây trồng. Nowara và đồng tác giả (2010) đã 
chỉ ra rằng sự biểu hiện của phân tử dsRNA Avr10 
(một gen dạng effector của nấm bệnh Blumeria 
graminis) trên các giống lúa mì và lúa mạch giúp 
làm giảm sự lây nhiễm của nấm bệnh Blumeria 
graminis (Nowara et al., 2010). HIGS cũng được 
ứng dụng thành công trong việc ngăn chặn sự lây 
nhiễm của nấm Puccinia striiformis f.sp. tritici và 
Fusarium oxysporum trên cây trồng (Hu et al., 
2015; Yin et al., 2015). Các kết quả này đã chỉ ra 
rằng các phân tử RNA nhỏ có thể dịch chuyển từ tế 
bào thực vật sang tế bào nấm trong suốt quá trình 
xâm nhiễm và làm câm lặng một cách hiệu quả các 
gen liên quan đến khả năng gây bệnh của nấm. 
Chính vì vậy HIGS hứa hẹn là một công cụ hữu 
hiệu trong việc ngăn chặn sự tấn công của các tác 
nhân gây bệnh trên cây trồng trong tương lai gần. 
KẾT LUẬN  
 Mặc dù cho đến ngày nay câm gen chỉ mới được 
tập trung nghiên cứu trên một số chủng loài nấm 
điển hình nhưng nó đã và đang trở thành một công 
cụ hữu hiệu trong việc khám phá chức năng của các 
gen trong bộ gen của tất cả sinh vật. Với những tiến 
bộ đạt được trong việc khám phá trình tự chuỗi của 
bộ gen các sinh vật thông qua các phương pháp giải 
trình tự tiên tiến cũng như sự phát triển của các 
phương pháp liên quan đến sinh tin học, các nhà 
khoa học ngày nay nhanh chóng giải thích được 
những điều chưa biết về chức năng của các gen, 
khám phá những con đường liên quan đến việc lây 
nhiễm cũng như mối tương tác giũa chúng với nhau 
trong quá trình điều khiển và kiểm soát khả năng gây 
bệnh của nấm, giữa tác nhân gây bệnh và ký chủ 
v.v.. bằng công cụ câm gen. Điều này góp phần cũng 
cố thêm những kiến thức và hiểu biết về sinh bệnh 
học của thế giới các loài nấm. Trong tương lai gần 
các nhà khoa học sẽ xác định các gen liên quan đến 
việc lây nhiễm của nhiều loài nấm bệnh như 
Magnaporthe oryzae, Phytophthora infestans, 
Utiligo maydis v.v…. Việc xác định chức năng của 
các gen trong bộ di truyền giống như sự phân loại 
sách trong thư viện trong đó việc định dạng, trình tự 
chuỗi và chức năng của từng gen sẽ được phân loại 
theo từng chủng loài nấm bệnh. Từ đó các nhà khoa 
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học sẽ dễ dàng hơn trong việc tiếp cận thông tin di 
truyền của từng gen nhằm ứng dụng trong việc kiểm 
soát bệnh của nấm cũng như cho việc khai thác và sử 
dụng nấm trong nông nghiệp và công nghiệp thông 
qua các phương pháp tiên tiến ở mức độ phân tử. 
Những thành tựu đạt được bằng việc sử dụng cách 
tiếp cận này không chỉ góp phần làm sáng tỏ những 
điều chưa biết về thế giới các loài nấm mà còn góp 
phần giải quyết tốt an ninh lương thực cho nhân loại 
trong thời đại bùng nổ dân số hiện nay.  
Lời cảm ơn: Bài viết tổng quan được sự hỗ trợ một 
phần kinh phí từ dự án nghiên cứu quốc tế 
CRP/ICGEB với mã số CRP/VIET13-02 của Trung 
tâm Quốc tế Biến đổi Di truyền và Công nghệ Sinh 
học (ICGEB), Trieste, Ý.  


























Hình 2. Ứng dụng câm lặng gen thông qua ký chủ (HIGS) để tạo các giống chuyển gen kháng sự tấn công của nấm bệnh. 
(1) Các đoạn DNA nhân tạo của các nhóm enzyme phân huỷ thành tế bào của nấm bệnh (CWDEs) sẽ được khuếch đại từ 
vector đã được phát triển trước đây [53,69]. (2) Các sản phẩm PCR sẽ được cắt bằng những enzyme phù hợp và gắn vào 
các vector dạng Gateway theo chiều đầu đối đầu. (3) Các cấu trúc câm lặng gen dạng HIGS sẽ được đưa vào cây trồng 
bằng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens. (4) Các phân tử RNA sợi kép chuyên biệt (dsRNA) sẽ được tạo thành từ các cấu 
trúc câm lặng gen HIGS trong nhân của cây ký chủ. (5) các phân tử dsRNA sẽ được phóng thích ra ngoài nhân tế bào của 
cây ký chủ bằng exportin-5. (6) Các phân tử dsRNA sẽ bị phân cắt bằng một enzyme chuyên biệt gọi là Dicer. (7) Các phân 
tử dsRNA sẽ bị cắt thành các phân tử ức chế RNA nhỏ với kích thước 21 nuclotide (siRNAs). (8) Các phân tử siRNAs 
chuyên biệt sẽ di chuyển vào tế bào nấm gây bệnh cây trồng khi chúng tấn công trên bề mặt lá. (9) Các phân tử siRNA sẽ 
kết hợp với các protein Argonaute để hình thành các phức chất siRNA-RISC trong tế bào nấm bệnh. (10) Phức chất RISC-
siRNA sẽ dò và gắn với các phân tử RNA thông tin đích. (11) Sự phiên mã của của các gen đích như CWDEs sẽ bị ức chế 
thông qua hoạt động của RISC đưa đến làm câm lặng sự biểu hiện của những gen này vốn có liên quan đến việc hình 
thành các câu trúc xâm nhiễm của nấm bệnh (Nguyen et al., 2011; Vu et al., 2012). 
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SUMMARY 
 RNA silencing, the phenomenon known as RNA interference (RNAi), co-suppression or post-
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transcriptional gene silencing (PTGS) and quelling, has become more popular in studies of its intrinsic roles 
and applications in many organisms or of gene functions in a whole genomic scale. Since the discovery of 
RNA silencing more two decades ago, this powerful technology has demonstrated its applicability in 
developing RNAi-based drugs for various diseases in human. RNA silencing is also of interest in basic and 
applied studies in agriculture, especially in plant protection to create crop varieties that are resistant to biotic 
and abiotic stresses. This review provides an overview of RNA silencing studies in filamentous fungi, the 
molecular mechanisms of RNA silencing in fungi, and also describes potential applications in plant protection 
potentially important for the agricultural industry and for global food security.   
Keywords: RNA silencing, pathogenic fungi, post transcription gene silencing, genome, gene function 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
